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Summary
Westudiedthee#ectofanextractoffermentedanddefattedricebranonsomeimmunefunctionsin
vitro.PhagocytoticactivityonlatexbeadsbyKup#ercelsandcytotoxicactivityoflargegranularlym-
phocytes(LGL)Werestimulatedbytheadditionofricebranextract,indicatingthattheextractcauses
theactivationofimmunefunctions.Themoststimulationofphagocytoticactivitywasbytheextractof
ricebranfermentedfor3daysat37℃.Itwasalsodeterminedthattheefectivecomponentintheex-
tractisanon-proteinsubstance(morethan12kDa),whichisstableunderboilingorinacidoralkaline
pH.Furthermore,theacutetoxicitywasexaminedinvivoandwefoundthattheextractwassafefor
rats.Theseresultssuggestthattheextractoffermentedanddefattedricebrancouldbeausefulfood
materialforactivationofimmunefunctions.
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Ⅰ.緒言
様々な食糧資源の中で,米は古くから小麦とともに最
も多く栽培され,食用に供されている｡ また,米油は唯
一の国産油脂資源であり,同様に食用に供されている｡
精白米は玄米から種皮を除去した肱乳の部分を示すが,
この玄米からの精米過程で生ずる米糠は,我が国にお
ける米の年間消費量 (1000万 トン)の約10%にあたる
100万 トンに達しており,米糠の有効利用が必要とされ
る｡ 米糠の有効利用についての研究は数多く報告されて
おり,すでに†-オリザノール, トコトリユノール,セ
ラミド,スクワランなどの非極性成分は,付加価値の高
(1)
い医薬品,機能性食品,一般食品および化粧品などに利
用されている｡ しかし,非極性成分を取り除いた脱脂米
糠は,付加価値の低い肥料や飼料などに利用されている
のみである｡ 近年,脱脂米糠中の極性成分であるタンパ
ク質複合体およびフェノール類が抗酸化性を有し2)3),
さらに脱脂米糠を発酵処理することによってその抗酸化
性は著しく冗進することが明らかにされている4)｡ ま
た,発酵ウコンなどの発酵食品は,発酵することによっ
て晴好性がよくなり,抗酸化機能を有することが報告さ
れている5)｡
肝臓は栄養素の代謝,解毒作用,胆汁の生成など生
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体内で最も重要な代謝の中心をなす臓器である｡門脈
の支流である肝類洞内に存在するKupfFer細胞は,細菌
やエンドトキシンなどの門脈血液中の異物を捕捉し,生
体防御に重要な働きをしている6)｡同様に肝類洞内に存
在するpit細胞は,ナチュラルキラー (NK)細胞であ
る7)0 pit細胞は形態学的にはlargegranularlymphocytes
(LGL)であり,Kupfer細胞とともに肝臓の防御系を
構成し,ガン細胞の肝臓への転移を抑制するなどの機能
を有することが知られている8)｡これらの免疫担当細
胞の機能克進が,健康増進と深く関係することが示唆さ
れるが,食事成分との関わりはいまだ明らかにされてい
ない｡
そこで本研究では,未利用資源である脱脂米糠を健康
増進に有効な食品素材として利用するために,脱脂米糠
を発酵して得られた抽出物の免疫賦活作用について検討
した｡
Ⅰ.実験方法
1 実験材料
(1)発酵脱脂米糠抽出物
発酵脱脂米糠抽出物はオリザ油化株式会社より提供さ
れたものを用いた｡
①脱脂米糠の発酵処理
米糠 (1kg) に対して5倍量のヘキサンを加え,2
時間加熱 し,油分が2%以下になるまで脱脂を行った｡
源過により残液と抽出液に分離 し,得られた残液を90
- 100℃で40分間乾燥後,粉砕したものを発辞用脱脂米
糠 (以下,脱脂米糠)とした｡さらに脱脂米糠 (150g)
に対して150mlの水を加え混合した後,オートクレーブ
を用いて滅菌した｡放冷後,米糠の抗酸化性を冗進させ
る作用を有するコウジ菌AspergilusoyzaeKBN943株4)
(株式会社ビオック製 )60mgを均一に播種し,発酵処
理を行った｡発酵処理は30℃または37℃,湿度90%の条
件で0-6日間行った｡
②抽出処理
発酵脱脂米糠に対 して10倍量の50%エタノールを加
え,2時間加熱還流し抽出を行った｡鴻過により残溝と
抽出液に分離し,抽出液の溶媒を除去したものを発酵脱
脂米糠抽出物とした｡
2 免疫賦活活性の測定
感染予防効果を検討するためにマクロファージの
異物貧食能を,抗ガン効果の検討にはNK活性を測定
した9)10)｡
(2)
①感染予防効果の検討
マクロファージは,体内に侵入した病原菌やウイルス
などの異物を捕捉 (貧食作用 )し,無毒化することに
ょって,感染に対する防御の役割を果たしている7,8)｡
本研究では,マクロファージによるラテックス粒子
貧食能を測定することによって,感染予防効果を検
討した11)0
マクロファージとして,肝臓に常在し生体内のマクロ
ファージの80-90%を占めるKupfer細胞を用いた7･8)｡
Kupffer細胞は,12-14週齢wistar系雄性ラットの肝臓を
コラゲナーゼ液で濯流した後,エル トリエーション･ロー
ターシステムによって分離した12)｡分離したKup飴r細
胞は10%FBSを含むRPMI1640培地に浮遊させ,直径35
mm プラスティックシャーレに5.Ox lO5個/mlになるよ
うに調整 し, 5%CO2インキュベーター内で37℃,24
時間培養 した｡次に,GdC13･6H20がKupfer細胞の
貧食能を低下させることが知られているので13),培地
にGdC13 ･6H20を0.10mg/ml添加して 1時間培養した
徳,発酵処理条件の異なる発酵脱脂米糠抽出物をそれぞ
れ200pg/ml添加した10%FBSを含むRPMI1640培地に
交換した後,2時間培養した｡さらにPBSで10倍希釈し
たラテックス粒子 (?=0.8pm)1.25pl/mlを培地に添
加して 5%CO2インキュベーター内で 1時間貧食させ
た後,位相差顕微鏡下で細胞 1個あたりの貧食されたラ
テックス粒子数を計測し,1シャーレにつき50細胞の平
均値を求めた｡また,抽出物無添加群をControl群とした｡
②抗ガン効果の検討
NK細胞は活性化することによってガン細胞,病原菌
やウイルスに感染した細胞などを攻撃し,細胞膜を破壊
することによって死滅させる9)10)0
本研究では,肝臓に常在 し他のNK細胞と比較 して
NK活性 が高いLGLを用いた7-14)0 LGLは12-14過齢
Wistar系雄性ラットの肝臓をpBSによる高圧濯涜法に
よって分離した後,ナイロンファイバーカラムを用い
て精製 した15)｡分離したLGLは10%FBSを含むRPM1
1640培地に浮遊 させ,直径35mmプラスティックシャー
レに1.0x lO6個/mlになるように調整した｡LGLに脱脂
米糠抽出物または発酵脱脂米糠抽出物をそれぞれ200p
g/ml添加した後,5%CO2インキュベーター内で37℃,
24時間培養した｡次に標的ガン細胞としてマウスリンパ
腫細胞 (YAC-1)を用いて,LGLとYAC-1細胞の混合
培養 (LGL:YAC-1細胞=10:1)を行い,YAC-1細胞に
対する細胞傷害活性を培養液中に漏出したLDH(乳酸
脱水素酵素 )活性を測定することによって求めた16~19)0
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すべてのYAC-1細胞が死滅した際のLDH活性を100%
としNK活性として表した｡
3 活性成分の検討
脱脂米糠抽出物または発酵脱脂米糠抽出物を50%エタ
ノールに溶解後,蒸留水中で4℃,24時間撹拝させなが
ら透析を行うことによって,12kDa以上の高分子画分を
分離した｡さらに高分子画分を30分間煮沸処理すること
によって,タンパク質成分の不活性化を行い,非タンパ
ク質高分子画分を得た｡
免疫賦活活性の評価は,Kupfer細胞の貧食能を測定
することによって検討した｡
4 有意差検定
有意差検定には分散分析およびポストホックテス トと
してFisherのPLSD法を使用し,有意水準は5%とした｡
また,同一のアルファベット表示は各群間に有意差がな
いことを示す｡
Ⅱ.実験結果
1 免疫賦活活性評価
①ラテックス粒子貧食能の検討
30℃または37℃の発酵条件で 0-6日間発酵処理を
行った脱脂米糠の抽出物におけるKupfftr細胞の貧食能
を検討 した｡その結果,Control群ではGdC13 ･6H20
処理によってKupfFer細胞の貧食能は低下 したままで
あったが,発酵処理を行っていない脱脂米糠抽出物 (発
酵0日目)群ではGdC13･6H20処理によって低下した
貧食能は有意に冗進した｡脱脂米糠を37℃で発酵処理す
ると,Kup飴r細胞の貧食能はさらに上昇し,3日間発
酵処理した脱脂米糠抽出物を添加した群では,貧食能は
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Fig.2脱脂米糠抽出物の発酵日数による
Kupfer細胞の貧食能の変化 (30℃ )
最も高い値を示した｡しかし,その後発酵処理日数が増
えるにつれて貧食能は低下し,発酵6日目では,未発酵
のものとほぼ同程度にまで貧食能は低下した (Fig.1)｡
一万,30℃で脱脂米糠を発酵させると,Kupfer細胞の
貧食能は発酵処理日数の違いにかかわらずほとんど変化
しなかった (Fig.2)｡
これらの結果より,KupfFer細胞のラテックス粒子貧
食能に対する賦活作用を顕著に克進させたものは,37℃
で3日間発酵させた脱脂米糠抽出物であることが明らか
となったので,以下の実験には,発酵条件を37℃,3日
間とした脱脂米糠抽出物を用いた｡ また,この条件で処
理したものを発酵脱脂米糠抽出物とした｡
②抗ガン効果の検討
LGLの標的ガン細胞 (YAC-1)に対す るNK活性
(細胞傷害活性 )が発酵脱脂米糠抽出物の添加によっ
て影響されるかを検討した｡その結果,発酵処理を行っ
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脱脂米糠抽出物 発酵脱脂米糠抽出物
Fig.3 発酵による脱脂米糠抽出物の
LGLのNK活性の変化
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ていない脱脂米糠抽出物を添加することによって,NK
活性はControl群と比較して有意に上昇した｡次に,発
酵処理を行った脱脂米糠抽出物を添加すると,LGLの
NK活性は顕著に上昇した (Fig.3)0
これらの結果から,脱脂米糠抽出物は発酵処理を行う
ことによってNK活性を有意に克進することが示唆され
た｡
2 活性成分の解析
発酵脱脂米糠抽出物の活性成分がどのような物質であ
るかを解析するために,抽出物を透析することによって
12kDa以上の高分子画分を得た｡ この高分子画分におけ
るKupfer細胞の貧食能について検討した.Fig.4に示す
ように,透析前の発酵脱脂米糠抽出物とその高分子画分
における貧食能には有意差が認められなかった｡このこ
とから,発酵脱脂米糠抽出物の活性成分は12kDa以上の
高分子画分に存在することが明らかとなった｡
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Fig.4 脱脂米糠抽出物の
熱処理高分子画分の貧食能
さらに,発酵脱脂米糠抽出物の活性成分が分子量
12kDa以上のタンパク質性の成分であるかを確認するた
めに,高分子画分を加熱処理することによってタンパ
ク質成分を不活性化させたときのKupfer細胞のラテッ
クス粒子貧食能を検討した｡その結果,熱処理高分子
画分における貧食能は高分子画分と同じレベルであった
(Fig.4)｡このことから,発酵脱脂米糠抽出物の活性
成分は分子量12kDa以上の非タンパク質性物質である
ことが示唆された｡
3 安定性評価
①熱安定性試験
発酵脱脂米糠抽出物を30-60分間100℃ または120℃
の温度条件で加熱処理をし,Kupfer細胞のラテックス
粒子貧食能を測定した｡加熱処理前の貧食能を100%と
すると,120℃で60分間加熱処理した場合でも貧食能は
89.5%となり,加熱処理に対する免疫賦活活性は,ほぼ
安定であることが明らかとなった (Fig.5)｡
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Fig.5発酵脱脂米糠抽出物の熱安定性
②pH安定性試験
発酵脱脂米糠抽出物を50%エタノールに溶解した後,
pHを調整 して24時間静値 した後 Kupffer細胞に添加 し,
ラテックス粒子貧食能を測定した｡pH調整前の貧食能
を100%とすると,pH3-9では80%以上,pHllに調整
した場合でも73.5%の貧食能を維持し,pHの変化に対
してもほぼ安定であることが示された (Fig.6)｡
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Fig.6発酵脱脂米糠抽出物のpH安定性
4 安全性評価
発酵脱脂米糠抽出物の安全性を確認するために,急性
毒性試験を行った｡体重30g前後,5週齢のlCR系雄性
マウス24匹を12匹ずつ2群に分け,投与群には発酵脱脂
(4)
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米糠抽出物5g/kg体重を胃チューブを用いて経口投与
し,Control群には蒸留水を同様に授与 した｡動物飼育
室にて餌と飲水を自由摂取の条件下で14日間飼育し,体
重増加および毒性症状を観察し,観察期間終了後に解剖
を行った｡その結果,発酵脱脂米糠抽出物投与群におけ
る体重変化は,Control群と比較 して異常は認められな
かった｡また,肉眼的観察による各臓器の異常は認めら
れなかった (データ省略 )0
Ⅳ.考察
単球,組織マクロファージは貧食能,免疫調節作用,
生理活性物質の産生といった多くの機能を有するとされ
ている｡ 生体防御機構の中心的役割を担う網内系機能は
肝臓の組織マクロファージであるKupfer細胞の貧食能
に依存していることが大きいと考えられる20)｡
また,Kupffer細胞とともに肝局所に存在するLGLの
本態はNK細胞である｡ 正常肝においてNK活性は極め
て低いが,BiologicalResponseModi丘er (BRM) の投
与によって肝NK活性は上昇し21),肝臓への実験的腫癌
転移が抑制されることから22),LGLもKupfFer細胞とと
もに肝臓における防御系の重要な構成要素を形成 してい
ると考えられている｡
肝臓病の終末像である肝硬変では,全身性の免疫能の
低下とともに局所的にはKupffer細胞数の減少,Kupfer
細胞の機能低下が認められている23)｡ さらに慢性アル
コール投与ラットから分離したKupfer細胞の貧食能は,
正常ラットから分離したKupfer細胞に比べて有意に低
下すること24)早,正常Kupfer細胞の培地中にエタノー
ルやアセ トアルデヒドを添加することによってKupfer
細胞の貧食能は顕著に低下するが,培地中からユタノ-
ルやアセ トアルデヒドを除去することによってKupfer
細胞の貧食能は改善されること24)から,生体防御機構
には健康状態と深く関係があることが示唆される｡とこ
ろがKupffer細胞やLGLは生理的条件下では免疫学的活
性が弱いとする報告もある｡ そのため,我々が日常に摂
取することの可能な食事因子から免疫賦活作用を有する
ものを見出すことは,生活習慣病の予防や高齢化社会に
おいての健康維持に非常に重要であると考えられる｡
そこで本研究では,脱脂米糠を発酵処理することに
よって得られた発酵脱脂米糠抽出物の免疫賦活作用を検
討した｡
脱脂米糠の発酵処理に用いたコウジ菌はいわゆる ｢カ
ビ｣に属 し,清酒,味噌,醤油などわが国の発酵食品
に不可欠な微生物である｡ 本研究では,脱脂米糠をコウ
ジ菌AspergilusoyzaeKEN943株を用いて発酵処理を行
(5)
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い,さらに50%エタノールによって抽出し,得られた抽
出物のラテックス粒子貧食能および抗ガン効果を検討し
た｡
脱脂米糠の発酵条件の検討は,KupfFer細胞のラテッ
クス粒子貧食能を測定した｡その結果,30℃の温度条件
で発酵させた脱脂米糠におけるKupfFer細胞の貧食能は
Control群と同レベルを示 したが,37℃の温度条件で3
日間発酵させた脱脂米糠ではKupfer細胞の貧食能が顕
著に冗進したため,これを発酵脱脂米糠抽出物とした｡
また,抗ガン効果の評価としてLGLのNK活性を検討し
た結果,発酵脱脂米糠抽出物がNK活性を冗進させるこ
とが認められた｡すなわち,脱脂米糠はコウジ菌発酵
により,自然免疫に対する賦活作用を冗進することが明
らかとなった｡また予備実験として行ったinvt'vo系での
免疫賦活活性を測定したところ,発酵脱脂米糠抽出物は
Kupffer細胞の貧食能やLGLのNK活性を冗進させる傾
向を示した (データ未発表)｡ このことは食品素材とし
て摂取した際にも感染予防効果や抗ガン効果が期待でき
る可能性を示唆するものであるが,これについてはさら
なる検討が必要である｡
次に,発酵脱脂米糠抽出物における免疫賦活活性成
分の解析を行った｡発酵脱脂米糠抽出物を透析処理する
ことによって得られた分子量12kDa以上の画分におけ
る免疫賦活活性をKupfer細胞のラテックス粒子貧食能
によって検討した結果,透析前の発酵脱脂米糠抽出物と
同レベルの貧食能の克進が認められた｡さらに,透析後
煮沸処理によってタンパク質を熱変性させた場合でも,
Kupfer細胞の貧食能の冗進が認められた｡これらの結
果から,発酵脱脂米糠抽出物の活性成分は,分子量12
kDa以上の非タンパク質成分であることが示唆された｡
Ⅴ.要約
本研究において,脱脂米糠をコウジ菌 (Aspergilus
ofyZaeKBN943株 )を用いて発酵処理することによっ
て得られた発酵脱脂米糠抽出物の自然免疫賦活作用を検
討した｡
1)発酵脱脂米糠抽出物はKupfer細胞のラテックス貧
食能,LGLのNK活性を克進させたことから,感染予
防効果および抗ガン効果などの自然免疫系の賦活活
性を有することが明らかとなった｡また,最も効果
を示した発酵条件は37℃, 3日間発酵処理 した場合
であった｡
2)発酵脱脂米糠抽出物の活性成分は分子量約12kDa
以上の非タンパク質成分であることが示唆された｡
3)熱やpHに対する安定性および安全性について検討
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した結果,発酵脱脂米糠抽出物の安定性と安全性は高
いことが示された｡
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発酵脱脂米糠抽出物の免疫賦活作用
有村 勉､杉下 朋子*､岡田 忠司*､湯浅(小島) 明子
要旨:脱脂米糠をコウジ菌 (Aspergil/usotyZaeKBN943株)を用いて発酵処理することによって得られた発酵脱脂
米糠抽出物の免疫賦活作用を検討した｡発酵脱脂米糠抽出物はKupfer細胞のラテックス粒子貧食能およびLGLの
NK活性を冗進させたことから,感染予防効果や抗ガン効果などの自然免疫系の賦活活性を有することが明らかと
なった｡また,発酵時の温度条件として37℃,3日間発酵処理した場合の脱脂米糠抽出物において,最も顕著なラテッ
クス粒子貧食能を有することが示された｡一方,発酵脱脂米糠抽出物の活性成分は分子量約12kDa以上の非タンパ
ク質成分であることが示唆された｡さらに熱やpHに対する安定性および安全性について検討した結果,発酵脱脂米
糠抽出物の安定性と安全性は高いことが示された｡
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